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دراسة تأثير البوادئ الكولسترول والبروجستيرون تحت ظرف الظلام في إنتاج الكلايكوسيدات 
القلبية من نبات زهرة الكشتبان. 4ء١)ا‏ 1۷۲م كأاه)اع¡ في الزراعة النسيجية 


فرع العقاقير والنباتات الطبية - كلية الصيدلة - جامعة بغداد 


السا 

أجريت هذه التجربة باستعمال تقنية زراعة الانسجة النباتية » تم فيها استئصال أطراف الأفرع (كم1ا ٠٥١‏ 51) بطول 1 سم ممن 
البادرات المعقمة لنبات.] 4ع١)171‏ كiاها¡Dig‏ صنف (4ع×11 إهاوامء×£) وزراعتها على الوسط الغدائي 5 مضافاً اليه مادة شبيه 
السايتوكاينين (107) بتركيز 0.5 ملغم/لتر لغرض تحفيز عملية التضاعف الخضري مع اضافة البادئين البروجستيرون )۲٣١(‏ 
والكولسترول (10)) بالتراكيز 0.0 و0.1 و0.5 و1.0 و2.0 ملغم/لتر. نقلت الدوارق المزروعة الى غرفة النمو » ونميت تت ظرف 
الظلام الكامل عند درجة حرارة 25 ± 2م. بعد 45 يوماً من بدء الزراعة اظهرت النتائج ان المعاملة المحتوية علسى مادة البروجستيرون 
بتركيز 2 ملغم/لتر كانت الأفضل من بقية المعاملات ولجميع الصفات المدروسة. اعطت الافرع المتضاعفة في هذه المعاملة حاصلا جافا بلسغ 
0 غم محتوياً على الكلايكوسيدات القلبية ”1×ه٤أعdi‏ ,«0×xiاgi‏ و digoxin‏ بكميات 0.24 و0.12 و0.13 مايكروغم/غم مادة جافة 
بالتتابع. كذلك أعطت هذه المعاملة معدلات عالية للصفات الاخرى وهي النسبة المئوية للسسكريات الذائبة والنشاوالتي بلغت %1.25 
و%1.89 بالتتابع. 
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ABSTRACT 

The present experiment was performed using the tissue culture technique. Shoot tips were taken 
from sterilized seedlings of Digitalis purpurea. (cv. Excelsior Mixed) 1 cm length then cultured on MS 
medium adding the semi-cytokinin TDZ with 0.5 mg\l concentration for induction multiplication shoot 
tips process with the addition of two kinds of precursores (progesterone and cholesterol) with the 
concentrations 0.0, 0.1, 0.5, 1.0 and 2.0 mg/l, Explants were incubated in the growth room under com plete 
darkness (for 24 hours/day) at 25 ±2 C. 

Results showed that incubation for 45 days of starting the culture, the treatment which contained 
progesterone precursor at concentration 2 mg\l was the best as compared to other treatments in respect tO 
characteristics studied. In this treatment, the multiplicated shoots gave dry weight of 1.10 g containing 
cardiac glycosides digitoxin, gitoxin, digoxin with the amount of 0.13,0.12 and 0.24 mg/g dry weight, 
respectively. Beside the increases in dry weight and cardiac glycosides, other characteristics component of 
the shoots were increased as the containing precent ratio of soluble sugars and starch 1.25% and 1.89%, 
respectively. 


المقدمة 


نبات زهرة الكشتبان الار جو انية (ءنه]اع5i‏ 
.ا prea‏ urم)‏ هو احد النباتات التي تنتمي إلى عائلة 
حنك السبع a۲2٥2‏ ااطمهاS‏ (29)ء ویعد من بین 
النباتات الطبية المهمة لاستخدامه في علاج بعسض 
امراض القلب المهمة خاصة مرض عجز القلسب 
الاحتقاني ureں[a1؟ Congestive hear‏ (5). تستخدم 


”تاريخ استلام البحث 2005/4/22 » تاريخ قبول البحث 2006/1/28 


أوراقه المجففة لهذا الغرض لكونها غنية 
بالكلايكوسيدات القلبية مٹلJd gitoxİng digi{0x1¬‏ 
(28). تستخدم هذه الاوراق بعد تجفيفها اما بصورة 
عقار خام او تستخلص منها الكلايكوسيدات القلبية 
المطلوبة وتحضر على هيئة مادة دوائية (26)» ولكون 
هذه المركبات مهمة جدا في مجال الطب والصيدلة 


.(CholesteroDCho «(Progesterone) Pro <«(Thidiazuron)TDZ « (Skoog Murashige) MS : الكلمات المفتاحية‎ 
Key Words: MS (Murashige and Skoog Medium) , TDZ (Thidiazuron), Pro (Progesteron), Cho (Cholesterol). 
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إضافة الى عدم امكائية تحضيرها بطريقة كيميائية او 
مايكروبايولوجية وعلى نطاق تجاري › لذلك يبقى 
الانتاج الزراعي هو الطريقة الوحيدة للحصول 
عليها(9). من أجل ذلك اجريت أبحاث عديدة على هذا 
النبات من خلال الزراعة التقليدية او زراعة الأنسجة 
النباتية لأحداث زيادة في المحتوى الفعال لهذا النبات 
من الكلايكو سيدات القلبية. 

في هذا البحث تم اختيار زراعة الانسجة 
النباتية لكون ان نبات زهرة الكشتبان هو احد التباتات 
التي يمكن الحصول على مركباتها الطبية عن طريق 
استخدام هذه التقنية وعلى نطاق تجاري (10)» وذلك 
من خلال نمو وتشكل اجزاء نباتية مختلفة متل الافرع 
الخضرية المتضاعفة (8). هذا ونظرا لوجود عواممل 
عديدة في مجال زراعة الانسجة تؤثر في انتاج 
المركبات الفعالة مثل عامل الضوء ومكونات الوسط 
الغذائي الخاص بنمو ونشكل الاجزاء النباتية المسؤولة 
عن تصنيع وخزن هذه المركبات لذلك كان الهدف 
دراسة إمكانية الاستغناء عن دور عامل الضوء (أي 
وجود عامل الظلام) في محتوى الافرع المتضاعفة من 
الكلايكوسيدات القلبية المذكورة أنفا وامكانية تعويسض 
دوره باضافة بوادئ لتكوين هذه الكلايكوسيدات الى 
الوسط الغذائي الخاص بعملية تضاعف الافرع وهما 
البروجستيرون )۴۲١(‏ والكولسترول (0طع). 
المواد وطرائق العمل 
الزراعة النسيجية للنبات 
إنشاء المزرعة النسيجية : تم ذلك بتحضير وسط معقم 
لزراعة البذور تألف فقط من ماء مقطر وآكار(4) . تم 
استخدام آکار من نو ع Dic0-ba2c]0-@82۲‏ بمقدار 6 
غم/لتر أضيف الى الماء المقطر ثم سخنت حتى الغليان 
باستخدام جjl magnetic stirrer hot plate‏ . بعد 
ذلك تم توزيع الوسط في أنابيب زجاجية بمقدار10 ملى 
لكل أنبوبة. غطيت بأغطية خاصة وعقمت في جههاز 
الموصسدة (عa۷اء0الاA)‏ بدرجة حرارة 121 م 
وضغط 1.04 كغم/سم” لمدة 20 دقيقة. بعد إخراجها 
رتبت بصورة مائلة وتركت لتبرد لحين زراعتها. بعد 
ذلك تمت عملية تعقيم بذور نبات زهرة الكشتبان 
الأرجو انية صنف 4ع×Mi ٥۲‏ 1و[عE×c‏ باس تخدام 
الكحول الأثيلي تركيز %70 لمدة 30 ثانية (20)» ثم 
غسلت بالماء المقطر المعقم ثلاث مرات لمدة دقيقة 
لكل مرة تم زرعت البذور بتوزيعها على سطح الوسط 
المعد لها (أجريت جميع هذه العمليات في كابينة الهواء 
المعقمة )Laminar air flow cabe‏ تم نقلت إلى 
غرفة النمو تحت ظروف بيئية مسيطر عليها بدرجة 
حرارة 25 ± 2 م وإضاءة لمدة 16 ساعة يوميا 
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وبشدة مقدارها 40 - 60مايكرو انيشتاين/م”/ثانية(14) 
وبعد مرور14 يوما من بدء الزراعة تكونت بادرات 
جاهزة لاستئصال أطراف أفرعها. 
تحضير الوسط الغذائي )24(18S‏ : تم ذلك بتهيئة 
محاليل الأصل لهذا الوسط ثم دج هذه المحاليل 
بالحجوم المطلوبة (جدول 1) » تم أكمل الحجسم 
المطلوب بالماء المقطر مع اضافة ال-157 بتركيز 
5 ملغم/لتر والبادئان ۶٣١‏ و0طا› بالتراکیز 0.0 
و2.0 و1.0 و0.5 و0.1 ملغم/لتر. بعد ذلك تم تعديل 
قيمة الدالة الهيدروجينية (11م) للتراكيز المذكورة 
إلى 5.5 (3) باستخدام محلول أحادي العيارية من 
هيدروكسيد الصوديوم أو حامض الهيدروكلوريك › تم 
أضيف الآكار من نو ع ۲هعa-هاعaط-ه 1٥‏ بمقدار 8 
غمإلتر» ثم أكملت عملية إذابة الآكار والتعقيم كما مر 
آنفا. كان الوسط الغذائي قد تم توزيعه في دوارق سعة 
0 مل بمقدار 50 مل لکل دورق › وبعد تبریدها 
زرعت بأطراف الأفرع بطول 1سم وبواقع طرف فرع 
واحد لكل دورق ثم حضنت الزرعات في غرفة النمسو 
تحت ظرف الظلام بدرجة حرارة 2±25"م لمسدة 45 
يوما. 
تهيئة المادة النباتية للتحليل الكيمياذ 

بعد الانتهاء من مدة الحضن المذكورة تم 
إخراج الافر ع المتضاعفة من أوعية الزراعة ودرست 
صفات عدد الافرع المتضاعفة ومحتوى الكلوروفيل 
الكلي للافر ع المتضاعفة وتم تقدير صبغة الكلوروفيل 
(16). 
الوزن الجاف : تم إخراج الافرع المتضاعفة من أوعية 
الزراعة باستخدام الملقط » ثم غسلت بالماء الجاري 
للتخلص من بقايا الآكار الملتصق بها ومسحت بقطعة 
قماش نظيفة للتخلص من ماء الغسل. أجري بعد ذلك 
تفريق العينات النباتية ونشرت فوق ورق ترشسيح 
وجففت في فرن التجفيف على درجة حرارة 40 ”م 
لحين ثبات الوزن» ثم طحنت العينات على هيئة 
مسحوق خشن ووضعت في أكياس ورقية حرارية 
ورتبت فوق جسر مشبك موجود في حاوية زجاجية 
محكمة الغلق تحتوي في أسفلها على مادة كلوريك 
الكالسيوم › ثم وضعت الحاوية في مكان مظلم(7). 
النسبة المئوية للسكريات الذائبة والنشاء : تم تقديرها 
في العينات النباتية بحسب الطريقة (19). 
استخلاص وتنقية الكلايكوسيدات القلبية : تم 
استخلاصها وتنقيت ها باتباع طريقة اازں۴ 
وآخرون(11). 
التقدير الكمي والنوعي للكلايكوسيدات القلبيية 
المدروسة :تم عن طريق استخدام جسهاز 
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كروماتوكرافيا السائل ذي الأداء العالي )3۲1٤(‏ 
وباتباع طريقة 3:484 وأخرون(6). 

جمعت البيانات الخاصة بالصفات المذكورة 
أعلاه. رتبت في جداول مناسبة وحللت احصائيا 


باستخدام التصميم العشو ائي الكامل كتجربة عاملية 
بواقع عشرة مکرر ات لکل معاملة(1). 


جدول 1. المكونات اللاعضوية والعضوية للوسط الغذائي15Sسط‏ 


CaCl2.2H20 
KNO; 


CuSO,.5 HO 
CoC12.6H20 
KL 
HBO, 
Na,MoO,.2H0 
Inositol 
Nicotinic acid 
Pyridoxine - HCL 
| Thiamine - HCL 


Glycine 
النتائج والمناقشة‎ 
تضاعف الأفرع‎ 


من المعروف بان عملية تكوين وخزن 
الكلايكوسيدات القلبية لنبات زهرة اكشتبان تتم في 
الأوراق » لذلك فانه في مجال زراعة الانسجة ستكون 
الافر ع الخضرية المتضاعفة هي المصدر الرئيسي 
للحصول على هذه المركبات بصورة تجارية باعتبارها 
ممثلة للارراق (9). كذلك فان تكوين الاوراق يحتاج 
الى الضوء كأحد العوامل المهمة لتكوينها فضلا عن 
ضرورة وجود عامل غذائي ونظام انزيمي (2)» لذلك 
تم في هذه التجربة تحفيز عملية تضاعف الافر ع على 
الرغم من وجود عامل الظلام طيلة المدة المحددة للعمل 
وذلك عن طريق إضافة مادة شبيه السايتوكاينين 
7" الى الوسط الغذائي وبتركيز 0.5 ملغم/لتر(3) 
(جدول 2). ان مادة 107 هي مادة منظمة للنمو 
معروفة بقوتها في تحفيز عملية تضاعف الافرع ضمن 
تراكيز قليلة مقارنة بالسايتوكاينينات الادينينية الاخورى 
التي تستخدم عادة لهذا الغرض متل البنزل ادينيسن 
(84) والكايئيتين والذي اشار اليه عدد من الباحتين 
.(18)Johng Hucttenan pia‏ 
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ان مثل هذه النتيجة التي تم الحصول عليها 
في دراستنا (تكوين الافر ع وتضاعفها)على الرغم من 
وجود عامل الظلام وعن طريق إضافات خارجية 
للوسط الغذائي وجدت في نتائج سابقة مثال التي أجراها 
إemmeاStuh‏ وآخرون (27)»ء الا ان هنالك عددا 
من الملاحظات ظهرت من ها البحث هي حدوث زيادة 
قليلة جدا في عدد الافر ع المتضاعفة لبعض التراكيز 
المستخدمة للبادئين ١إ‏ و ٤10‏ مقارنة مع معاملة 
القياس وكانت غير معنوية . كما ظهر صغر في حجم 
الاوراق المتكونة للافرع المتضاعفة في جميع 
المعاملات وقلة في سمكها وتلونها باللون الابيض . 
ربما يعود ذلك الى انعدام وجود الضوء الذي يؤدي الى 
بعض الانعكاسات السلبية ومنها عدم تكون 
البلاستيدات الخضراء لانعدام الكلوروفيل › وقلة في 
امكائية الاستفادة من بعض مكونات الوسط الغذائي من 
قبل الاجزاء النباتية المزروعة » وضعف في فعالية 
بعض الأنزيمات داخل الأجزاء النباتيية 
المزروعة(27). 
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جدول 2. تأثير إضافة البادئين ٤1٠٥‏ وهإ۴ مع وجود .157 وتحت ظرف الظلام الكامل 
على عدد الأفرع المتضاعفة لنبات زهرة الكشتبان 


تكوين الكلايكوسيدات القلبية 

تم في هذا البحث إضافة الادئين 
البروجستيرون والكولسترول الى الوسط الغذائي15› 
وكما هو معروف بان هاتين المادتين هما من البوادىء 
الداخلة في تكوين الكلايكوسيدات القلبية أي من المواد 
الداخلة في خطوات تكوين هذه المركبات (23)؛ لذلك 
تمت اضافتهما الى الوسط الغذائي لغرض رفع 
مستواهما داخل أنسجة الأجزاء النباتية المزروعة وهذا 
سيكون له انعكاس ايجابي على الكميات المتكونة من 
الكلايكوسيدات المدروسة (جدول 3). يلاحظ ان اغلب 
التراكيز المستخدمة للبادئین ۴۲١‏ ومط٤‏ ادت الى 
احداث زيادة معنوية في كميات الكلايكوسيدات 
المدروسة مقارنة مع معاملة القياس. بشكل عام البادىء 
٥‏ خاصة بالترکیز 2 ملغم/التر کان اکثر تأثیرا من 
0 في احداث الزيادة المعنوية وسبب ذلك قد يعود 


_ عدد الأفر ع المتضاعفة‎ e 

ملغمإلتر 

Pro | Cho 

14.10 14.10 0.0 

14.11 14.10 0.1 

14.10 14.13 0.5 

14.16 14.15 1.0 

14.0 14.15 ا20‎ 
3 L.S.DS% 


الى ان ۴۲١‏ هو من البوادىء القريبة لتكوين هذه 
المركبات مقارنة مع 15(©10)»ء وبذلك فأن وجود 
5 فى الرسط الغذائي و امتصاضة من قبل الإجرا 
النباتية المزروعة سيعجل من تحوله الى 
الكلايكوسيدات قيد البحث بصورة اكثر من 10ط وهذا 
ما أوضحه بعض الباحتين على هذا النبات ومنهم 
Hagimori‏ وآخرون (17) وMo121e8‏ وآخرون 
(23). إذنء يمكن الاستفادة من هذين البادئين بتحولهما 
الى مركبات ذات فعالية طبية مهمة خاصة في حالة 
وجود نقص في احد العوامل المهمة لتكوين هذه 
المركبات كانعدام الضوء (22)ء والذي سيؤدي بدوره 
الى حدوث انخفاض في عمليتي النمو والتشكل المختلفة 
مثل انخفاض سير العمليات الايضية المخئلفة وتكويسن 
وخزن الكلايكوسيدات. 


جدول 3. تأثير إضافة البادئان ٤10‏ وه٣۴‏ مع 107 تحت ظرف الظلام على محتوى الأفرع المتضاعفة 
لنبات زهرة الكشتبان من الكلايكوسيدات القلبية المدروسة 


الكلايكوسيدات القلبية (مايكرو غرام /إغم وزن جاف) 3 
التركيز Digoxin Gitoxin l|__ Digitoxin‏ 
ملغم/لتر البادئان البادئان البادئان 
l--P0 Cho Pro 1 Cho Pro Cho‏ 
0.0 0.14 0.14 007 1 0.07 0.03 0.03 
0.1 0.14 0.15 0.07 0.07 0.04 6 | 
0.5 0.6 ¡ 0.19 007 | 0.09 003 0.07 
1.0 | 0.16 0.19 0.07 0.09 0.05 0.11 
20 0.13 0.24 0.07 0.12 0.04 0.13 
__L.S.D5%‏ 0.04 أ 0.04 0.03 


تكوين الكلوروفيل والنشا والسكريات الذائبة 

درست هذه الصفات بسبب ما أشار اليه بعض 
الباحثين (21) بانها من بين اكثر الصفات التي تبدي 
تغايرأ مع التغاير الذي يحدث في الكميات المتكونة في 
الكلايكوسيدات القلبية وبينوا ان هذه الصفات في بعض 
الاحيان قد تربطها علاقة ايجابية مع الكميات المتكونة 
من هذه الكلايكوسيدات . فالذي لوحظ في نتائج جدول 
4 هو ان المحتوى الكلي للكلوروفيل كانت قيمته صفرا 
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لجميع المعاملات المدروسة › وهذا امر طبيعي يعود 
تمايز بعض مكونات الخلية كاليلاستيدات الخضراء 
المسؤولة عن تكوين صبغة الكلورفيل والحاملة لبعض 
الانزيمات المسؤولة عن تكوين وخزن الكلايكوسيدات 
مستو ی تمایز البلاستيدات الخضراء معناه حدوث 


مجلة العلوم الزراعية العراهية - 37 (1) : 83 - 88 . 2006 


اكتمال تمايز البلاستيدات الخضراء هو ليس العامل 
الوحيد والمحدد اتكوين هذه المركبات > وانما هذ الك 
مکونات اخری یجب ان یکتمل تمایز ها کالمایتوکوندریا 
والفجوات والشبكة الاندوبلازمية والاوراق حتى يكتمل 
تكوين هذه المركبات (23). يمكن تعويض دور الضوء 
في تمايز هذه المكونات ولو بمقدار قليل عن طريق 
اضافات خارجية مختلفة الى الوسط الغذائي كمنظمات 
النمو او رفع مستوى السكريات او البوادىء لتكوين 
هذه المركبات داخل أنسجة الأجزاء النباتيية 
المزروعة(27). 

أما بالنسبة للسكريات الذائبة والنشا فقد لوحظ 
ايضا من نتائج جدول 4 بانهما تكونافي جميع 
المعاملات المدروسة ابتداء! من معاملة القياس »› 
وبوجود البادئين ۴۲١‏ وهC1‏ في الوسط الغذائي فأدى 
ذلك إلى احداث زيادة معنوية في تكونهما خاصة عند 
التراکیز 2 ملغم/لتر من ۴۲١‏ حيث بلغت قيمتهما 
بالتتابع %5 و%1.89. ريبما يعود السبب في ذلك 
الى دور 127 في تكوين السكريات الذائية والنشاء 
(30) ودور وجود البادئين › فربما ان مقدار التحلسل 


الذي حدث فيهما ساعد على احداث زيادة في النسبة 
المئوية للسكريات الذائبة والنشا واللذين بدورهما 
سيكونان مصدرا للطاقة والكاربون الضروريين لتكوين 
الهيكل الكاربوني الكبير للكلايكوسيدات (31). لذلك 
لوحظ وكما ذكر بان التركيز العالي من ٣۲١‏ وهو 2 
ملغم/لتر قد اعطى اعلى القيم لكميات الكلايكوسيدات 
مقارنة بالتراكيز الاخرى » وقد وجدت مثل هذه النتيجة 
في نتائج ا0 "!عه وآخرون(17). 
الوزن الجاف 

درس الوزن الجاف للأفرع المتضاعفة 
باعتبار ان المادة الجافة هي التي ستكون مصدرا 
للكلايكوسيدات القلبية المطلوبة (25). لذلك كان من 
الضروري التعرف على المعاملة التي أعطت أعلسى 
مادة جافة » وكما هو واضح في نتائج جدول 4 فإن 
المعاملة المحتوية على 2 ملغم/لتر من ۲١‏ هي التي 
اعطت اعلى معدل للمادة الجافة وربما يعود السبب في 
ذلك الى ارتفاع محتوى الافرع المتضاعفة لهذه 
المعاملة من المنتجات الايضية(13). 


جدول 4. تأثير إضافة البادئين ۴١١‏ ,هط٤‏ مع 107 تحت ظرف الظلام على محتوى الكلوروفيل الكلي والنسبة 
المئوية للسكريات الذائبة والنشا والوزن الجاف الكلي للأفرع المتضاعفة لنبات زهرة الكشتبان * 


اتر كيز السكريات الذائبة(%) 
Al.‏ البادئان 
ملغم/تر Pro Si Cho‏ 1 
0 1 00 | 1.00 
5 1.0 1.01 
WE 1.00 0.5 1‏ 5 
1.0 1.14 1.21 
20 1.17 1.25 
LS.D.5% |‏ س 0.06 
الترکیز أ النشا  )%(‏ ]| لوزن الجاف (غم) 8 
البادئار البادئار: 
N‏ بادىان بادسان ا 
ملغم/لتر Pro | Cho S8 Pro [| Cho‏ 
| 00 157 | 1527 | 082 | 0.81 
1O8 082 1 159 1559 |_1‏ 
0.5 151 | 176 | 0.81 0.81 
T0 165 10‏ 084 0.84 
T0 0.86 1.89 1.74 2.0 |‏ 1 
LSD‏ 0.0 0.11 
* قيم الكلوروفيل الكلي لكلا البادئين كان صفرا . 
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